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摘要 :【 目的) 海藻 糖 合成 酶 (trehalose-6-phosphate synthase，TPS ) 是 参与 昆虫 血糖 -海藻 糖 合成 的 关键 酶 。 本 研究 
旨 在 克隆 德国 小 归 Blattella germanica TPS 基因 ,研究 TPS 基因 在 德国 小 丹 不 同 组 织 中 的 表达 模式 及 在 不 同 温度 处 
理 下 的 表达 情况 。【 方 法 】 通 过 RACE 技术 克隆 德国 小 赔 TPS 基因 全 长 序列 ,利用 效 光 定量 PCR 的 方法 检测 TPS 
基因 在 德国 小 赚 5 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 表达 模式 及 在 高 温 (40 和 46 忆 处 理 30 min) 及 低温 (0 和 10Y 处 理 1 b) 
道 境 下 的 表达 量变 化 。【 结 果 】 从 德国 小 赚 中 克隆 获得 2 个 TPS 基因 ,分 别 命名 为 B57PS1 ( GenBank 登录 号 : 
KR050213) 和 Be7PS2 (GenBank 登录 号 :KR050214) 。 其 中 ,Beg7PS1 基因 cDNA 序列 全 长 2 987 bp ,开放 阅 读 框 
( ORF) 2 502 bp ,编码 833 个 氨基 酸 ;Beg7PS2 基因 cDNA 序列 全 长 3 212 bp ,开放 阅读 框 2 469 bp ,编码 822 个 氨基 
酸 。Bg7PS1 和 Beg7PS2 基因 都 主要 在 5 龄 幼虫 脂肪 体 中 表达 , 且 Be7PS2 基因 的 表达 量 为 Be7TPS1 基因 表达 量 的 
3.9 倍 。 在 两 种 不 同 极端 温度 诱导 下 ,BegTPS1 和 Bg7PS2 基因 mRNA 均 上 调 表达 。 其 中 ,Bg7PS2 的 表达 量 始终 显 
著 高 于 Bg7TPS1。 在 0C 时 ,Bg7PS1 和 Be7PS2 的 表达 量 最 高 。【 结论 ] 德 国 小 景 5 龄 幼虫 中 存在 2 个 TPS 基因。 两 
个 TPS 基因 均 在 脂肪 体 中 高 表达 ,日 Bg7PS2 基因 的 表达 量 显著 高 于 Be7TPS1 基因 ;低温 和 高 温 诱导 下 均 能 促进 两 
个 基因 的 表达 量 上 升 。 该 结果 为 进一步 明确 昆虫 海藻 糖 的 合成 途径 及 其 在 昆虫 对 温度 逆境 的 反应 中 的 作用 研究 
莫 定 了 基础 。 
关键 词 : 德国 小 赚 ; 海藻 糖 合成 酶 ; 基因 克隆 ; 温度 诱导 ; mRNA 表达 水 平 
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Molecular cloning, tissue distribution and temperature-induced 
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expression of two trehalose-6-phosphate synthase genes in Blattella 


germanica (Blattodea: Blattellidae ) 

CHEN Jing’*, ZHANG Dao-Wei?’ (1. Laboratory of Biochemistry and Molecular Biology, School of 
Basic Medical Sciences, Zunyi Medical University, Zunyi, Guizhou 563000, China; 2. Key Laboratory 
of Protection and Utilization of Animal Resource in Chishui River Basin, School of Life Sciences, Zunyi 
Normal College, Zunyi, Guizhou 563002, China) 

Abstract:【 Aim 】 Trehalose-6-phosphate synthase (TPS) is one of the main enzymes in regulating 
trehalose levels in the insect haemolymph. This study aims to clone and characterize the TPS genes in 
Blattella germanica and to profile their expression patterns in extreme temperature environments. 
【Methods】The full-length cDNA sequences of two TPS genes were cloned using RACE technology, and 
their relative expression levels in different tissues of the Sth instar larvae and under cold (exposed to 10°C 
and 0°C for 1 h, respectively) and heat stress (exposed to 40°C and 46°C for 30 min, respectively ) were 
measured using the real-time quantitative PCR (qRT-PCR) technique.【Results】The full-length cDNAs 
of two TPS genes were cloned from B. germanica, and named BeTPS]1 and BeTPS2, respectively. 
Bs7PS1 (GenBank accession no. : KROS0213) is 2 987 bp in length and has an open reading frame 
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(ORF) of 2 502 bp, encoding a protein of 833 amino acids. BeTPS2 (CenBank accession no. : 
KR050214) is 3 212 bp in length and has an ORF of 2 469 bp, encoding a protein of 822 amino acids. 
The qRT-PCR analysis revealed that BeTPS]1 and BeTPS2 mRNA were mainly expressed in the fat body 
of the Sth instar larvae, with the level of Be7PS2 mRNA 3.9-fold as high as that of BeTPS1. Under the 
extreme temperature induction, the expression levels of BeTPS1 and BgTPS2 increased, and the level of 
BeTPS2 mRNA was much higher than that of Be7PS1 under all stress conditions. The expression levels 


of both TPS genes were much higher under cold induction (0°C ) than under other temperature induction. 


【 Conclusion 】The two TPS genes were highly expressed in the fat body of the 5th instar larvae of B. 
germanica, and the level of BeTPS2 mRNA was much higher than that of Be7PS1. The expression levels 
of BeTPS1 and BeTPS2 increased under both cold and heat stresses. The results provide a foundation for 


the further research of TPS genes and their roles in the regulation of temperature acclimation in insects. 


Key words: Blattella germanica; trehalose-6-phosphate synthase; gene cloning; temperature induction ; 


mRNA expression level 

















海藻 糖 是 昆虫 血 淋 巴 中 的 重要 糖 类 物质 ,对 于 
维持 昆虫 的 生命 活动 及 对 逆境 胁迫 的 适应 性 有 重要 
作用 。 在 一 些 耐 寒 昆虫 体内 ,越冬 期 中 海藻 糖 的 合 
量 显著 高 于 非 越 冬 期 。 而 这 一 作用 是 通过 参与 海藻 
糖 合成 的 酶 来 调节 的 ( 赵 静 等 ,2010; 秦 资 等 ， 
012) 。 海 藻 糖 合成 酶 是 参与 海棠 糖 合成 的 关键 
酶 ,目前 已 发 现 广泛 存在 于 细菌 真菌、 植物 和 昆虫 
中 ,而 哺乳 动物 中 还 未 发 现 其 存在 。 在 昆虫 中 ,海藻 
糖 主要 通过 海藻 糖 合成 酶 在 脂肪 体 中 合成 ,然后 进 
入 血 淋 巴 中 ,通过 血 淋 巴 循环 将 海藻 糖 输送 到 各 个 
组 织 中 发 挥 功 能 (Tang ei al.， 2010)。 海 党 糖 合成 
酶 是 由 6- 磷 酸 海藻 糖 合 成 酶 (trehalose-6-phosphate 
synthase，TPS ) 和 海藻 糖 磷 酸化 酶 (trehalose-6- 
phosphate phosphatase , TPP ) 构成 。 在 催化 海藻 糖 合 
成 的 过 程 中 ,TPS 负责 催化 UDP- 葡 萄 糖 转 移 葡萄 糖 
基 给 6- 磷 酸 和 葡萄 糖 生成 6- 伴 酸 海 池 糖 ,然后 TPP 水 
解 6- 磅 酸 海藻 糖 生成 海藻 糖 (Becker et al., 1996 ) 。 
在 双 翅 目 昆 虫 黑 腹 果 量 Drosophila melanogaster 中 ， 
TPS 基因 的 缺陷 会 导致 果 晶 幼虫 的 死亡 , 而 增加 
TPS 基因 的 表达 会 使 果 蝇 幼虫 对 缺 氧 的 耐 受 力 显著 
提高 (Chen et; al.，2002)。 在 同 怒 目 昆 虫 褐 飞 恒 
Nilaparvata lugens 及 鲜 翅 目 昆 虫 甜 菜 夜 蛾 Spodopiera 
exigua 中 ,通过 饲 喂 RNAi 的 方法 干扰 TPS 基因 的 
表达 会 使 褐 飞 避 幼 虫 及 甜菜 夜 蛾 幼虫 出 现 较 高 的 死 
亡 率 ( Chen ei al., 2010; Tang et al., 2010)。 在 异 色 
际 虫 中 ,低温 处 理 可 诱导 TPS 基因 的 大 量 表达 ( 秦 
资 等 , 2012)。 以 上 研究 结果 表明 ,TPS 基因 对 于 维 
持 昆 虫 的 生命 活动 及 对 逆境 胁迫 的 适应 性 上 有 重要 
作用 。 目 前 ,已 有 几 十 种 不 同 目 昆 虫 的 TPS 基因 序 
列 登 录 到 NCBI 数据 库 中 ,并 且 对 其 进行 蛋白 序列 
同 源 比 对 时 ,发现 其 具有 较 高 的 同 源 性 ,在 进化 树 中 
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能 够 较 好 地 聚集 在 一 起 。 而 唐 斌 等 (2014) 发 现 等 
翅 目 昆虫 台湾 土 白蚁 Coptiotermes formosanus 的 TPS 
基因 ,与 其 他 昆虫 不 能 聚 在 一 起 ,提示 某 些 昆虫 中 可 
能 存在 不 止 一 个 TPS 基因 。 

德国 小 蝙 Blattella germanica 是 莫 赚 目 昆 虫 中 
分 布 最 广泛 、 最 难 治理 的 卫生 害虫 ,不 但 可 携带 多 种 
细菌、 病毒 ,导致 细菌 性 痢疾 伤寒 、 肝 炎 等 多 种 疾病 
的 传播 ,而且 其 业 便 、 表 皮 脱落 物 等 还 是 重要 的 室内 
过 敏 原 , 可 引起 哮喘 等 过 敏 反应 ,严重 影响 患者 的 健 
康 和 生活 质量 ( Oliva et ol.，2010 ) 。 德 国 小 景 对 不 
同 的 环境 条 件 有 极 强 的 适应 性 。 在 本 研究 中 ,为 了 
明确 海藻 糖 合成 酶 是 否 参与 德国 小 蚁 对 不 同 温度 条 
件 的 适应 ,我 们 探究 了 在 高 温 及 低温 诱导 下 ,TPS 基 
因 的 表达 模式 和 作用 。 首 先 , 本 课题 组 前 期 在 对 德 
国 小 景 的 转录 组 数据 进行 分 析 时 ,发 现 两 条 TPS 基 
因 片 段 ,经 序列 比 对 ,发 现 其 与 其 他 昆虫 的 TPS 基 
因 具 有 较 高 的 同 源 性 ,说 明 在 德国 小 虹 中 ,可 能 存在 
2 个 TPS 基因。 为 了 验证 其 存在 性 及 分 析 2 个 海藻 
糖 合成 酶 在 抗 温度 胁迫 中 的 作用 ,作者 设计 进行 了 
两 个 海藻 糖 合成 酶 基因 全 长 cDNA 的 克隆 、 组 织 分 
布 及 在 温度 胁迫 中 的 表达 分 析 。 该 研究 结果 对 于 丰 
富 昆 虫 中 TPS 基因 的 存在 方式 及 在 抗 温度 胁迫 中 






























































































































































的 作用 有 重要 的 理论 意义 。 
1 材料 与 方法 
1.1 供 试 昆虫 

德国 小 赚 为 本 实验 室 以 大 鼠 饲 料 继 代 人 饲养 的 实 

















验 种 群 ( 张 道 伟 等 , 2014 ) 。 饲 养 条 件 :温度 25 + 
1°C ,相对 湿度 70% ~80% , 光 周 期 14L: 10D。 
1.2 菌株 、 载 体 及 试剂 

RNA 提取 试剂 盒 购 自 天 根 公 司 ,RACE 试剂 盒 、 
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定量 PCR 检测 试剂 SYBR(Premix Ex Taq™ ) .pMD- 
18T 克隆 载体 购 自 TaKaRa 公司 , Taq 酶 、dNTPs、 
DNA molecular weight marker、 反 转录 TransScript 
First-strand cDNA Synthesis SuperMix 试剂 盒 、 大 上 肠 
杆菌 Escherichia coli 感受 态 细胞 DH5a 购 自 北京 全 
式 金 公司 , 胶 回 收 试剂 盒 、 质粒 回收 试剂 盒 购 自 
Axygen 公司 。 引 物 合成 及 序列 测定 由 上 海 生 工 生 
物 工程 公司 完成 。 
1.3 德国 小 螃 海藻 糖 合成 酶 基因 的 克隆 

以 本 课题 组 测 得 的 德国 小 虹 转 录 组 数据 ,通过 
生物 信息 学 分 析 ,得 到 两 个 海藻 糖 合 成 酶 基因 片段 。 
利用 Primer 5.0 软件 针对 2 个 基因 片段 特异 性 区 域 
设计 用 于 RACE 扩 增 全 长 序列 。 其 中 , 扩 增 Bg7TPS1 
基因 的 5'RACE 的 引物 为 BgTPS1-R1 和 BgTPS1- 
R2,3’RACE 的 引物 为 BgTPS1-Fl 和 BgTPS1-F2; 扩 
增 Bg7PS2 基因 的 5'RACE 引物 为 BgTPS2-R1 和 
BgTPS2-R2，3” RACE 的 引物 为 BgTPS2-F1 和 
BgTPS2-F2( 表 1)。 取 5 龄 第 2 天 的 德国 小 景 幼虫 
3 ~5 头 , 按 照 RNA 提取 试剂 盒 的 说 明 提取 德国 小 
赚 总 RNA。 检 测 质量 合格 后 , 取 1 hg RNA, 按照 
RACE 试剂 盒 的 操作 说 明 合 成 5'RACE-Ready cDNA 
和 3' RACE-Ready cDNA。 用 基因 特异 性 引物 
BgTPS1-Fl 和 BgTPS2-Fl 及 BgTPS1-R1 和 BgTPS2- 
R1 分 别 与 试剂 盒 提供 的 UPM 引物 进行 第 1 轮 PCR 
扩 增 , 扩 增 产物 稀释 50 倍 后 作为 第 2 轮 PCR 扩 增 
的 模板 , 以 基因 特异 性 引物 BgTPS1-F2 和 BgTPS2- 
F2 ,以 及 BgTPS1-R2 和 BgTPS2-R2 分 别 与 试剂 盒 提 
供 的 NUP 引物 进行 第 2 轮 PCR 扩 增 。 两 轮 PCR 的 
扩 增 程序 相同 :95%C 预 变性 5 min;95Y 变性 30 s， 
55% 退火 30 s,72% 延伸 2 min,35 个 循环 ;72% 延伸 
10 min。 扩 增 片段 与 pMD-18T 载体 连接 ,转化 ， 
落 PCR 鉴定 正确 后 进行 测序 。 
1.4 序列 及 数据 分 析 

测序 结果 用 DNAMAN 软件 进行 拼接 ,获得 TPS 
基因 的 全 长 cDNA 序列 ,用 DNAStar 软件 预测 TPS 
基因 的 开放 阅读 框 。 序 列 同 源 相似 性 比 对 采用 在 线 
BLASTx 程序 (http://blast. ncbi. nlm. nih. gov/ Blast. 
cgi) 、 氨 基 酸 同 源 性 分 析 采 用 Vector NTI 软件 ,蛋白 
系统 进化 树 构建 采用 MEGA 5. 0 软件 ,以 Neighbor- 
joining 算法 进行 分 析 , 蛋白 分 子 量 预 测 采用 在 线 软 
件 (http://www. expasy. org/tools/ protparam. html ) ， 
数据 的 统计 分 析 采 用 SPSS 19.0 软件 。 
1.5 ”海藻 糖 合成 酶 基因 的 组 织 分 布 检测 

取 5 龄 第 2 天 的 德国 小 赚 幼 虫 , 置 于 冰 上 在 磷 








































































































酸 绥 冲 液 中 解剖 分 离 以 下 组 织 器 官 ,包括 脂肪 体 、 中 
肠 、 表 皮 和 马 氏 管 ,收集 的 组 织 放 于 1.5 mL 无 菌 离 
心 管 中 ,按照 1.3 节 中 的 方法 提取 总 RNA 并 进行 定 
量 。 取 1 pg RNA 为 模板 ,应 用 TransScript First- 
strand cDNA Synthesis SuperMix 试剂 盒 ,以 Oligo 
(dT) is 为 反 转 录 引 物 ,合成 第 一 链 cDNA。 以 德国 小 
赚 B-actin 基因 (CenBank 登录 号 : ACA79909 ) 为 内 
参 基 因 ,利用 实时 荧光 定量 PCR (qRT-PCR) 技术 
研究 德国 小 虹 TPS 基因 mRNA 在 不 同 组织 中 的 相 
对 表达 模式 。 针 对 2 个 海藻 糖 合成 酶 基因 分 别 设计 
特异 性 的 荧光 定量 PCR 检测 引物 BgTPS1-YG-F 和 
BgTPS1-YG-R 及 BgTPS2-YG-F 和 BgTPS2-YG-R( 表 
1)。 菊 光 定 量 PCR 反应 体系 :SYBR (Premix Ex 
Taq™) (2x) 5 kL, 上 游 下 游 引物 各 0. 2 pL， 
cDNA 模板 1 pL,ddH,0 3.6 kL。 荧 光 定 量 PCR 反 
应 条 件 为 :955 预 变性 10 s;95Y 变性 5 s,60Y 延 
伸 30 s,40 个 循环 ,制作 熔点 曲线 ,确定 扩 增 产物 的 
特异 性 。 每 个 样品 重复 3 次 测定 ,以 ddH,0 代替 
cDNA 模板 作为 阴性 对 照 。 
1.6 高 温 热 激 及 低温 胁迫 的 处 理 

温度 胁迫 处 理 在 人 工 培养 箱 中 进行 。 高 温 热 激 
德国 小 蚁 的 处 理 : 将 5 龄 第 2 天 的 德国 小 娘 幼虫 分 
别 放 于 高 温 40 和 46% 分 别处 理 30 min ,之 后 迅速 
置 于 冰 上 在 磷酸 缓冲 液 中 解剖 分 离 脂肪 体 组 织 , 然 
后 液 氮 冷 冻 后 保存 于 -80 备用。 低温 处 理 : 将 5 
龄 第 2 天 的 德国 小 归 幼 虫 分 别 在 低温 10 和 05 处 
理 1 ph, 之 后 迅速 置 于 冰 上 在 磷酸 缓冲 液 中 解剖 分 离 
脂肪 体 组 织 , 然 后 液 氮 冷冻 后 保存 于 - 80C 备用 。 
两 种 处 理 方式 均 以 25%C 室温 下 饲养 的 5 龄 第 2 天 
的 德国 小 虹 作 为 对 照 , 每 个 处 理 重 复 3 次 ,每 次 5 ~ 
8 头 试 虫 。 高 温 热 激 及 低温 胁迫 处 理 中 温度 的 梯度 
设置 参照 蒋 健 等 (2013 ) 。 
1.7 温度 胁迫 下 TPS 基因 mRNA 表达 水 平 的 相 
对 定量 分 析 

将 不 同 温度 胁 迫 下 德国 小 归 幼 虫 的 脂肪 体 提 
取 总 RNA ,按照 1.5 节 中 的 方法 合成 cDNA ,利用 
实时 荧光 定量 PCR 技术 研究 德国 小 嫌 TPS 基因 
mRNA 在 不 同 温度 胁迫 下 的 相对 表达 模式 。 荧 光 
定量 PCR 检测 引物 BgTPS1-YG-F 和 BgTPS1-YG-R 
及 BgTPS2-YG-F 和 BgTPS2-YG-R( 表 1)。 芝 光 定 
量 PCR 反应 体系 及 反应 条 件 同 组 织 分 布 检测 同 
1.5 节 。 每 个 样品 重复 3 次 测定 ,以 25% 室温 下 
饲养 的 5 龄 第 2 天 的 德国 小 蚁 的 cpDNA 作为 阴性 
对 照 。 
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表 1 本 实验 所 用 的 引物 
Table 1 Primers used in this study 








引物 名 称 核 昔 酸 序列 (5 -3') 引物 用 途 
Primer name Nucleotide sequences Primer use 

BgTPS1-F1 TGAAGAACAGTTGTATCATGC 

BgTPS1-F2 GGAAGCCTACTGTGCTGTAAATAAA BgTPS1 RACE 扩 增 
BgTPS1-R1 TTTATTTACAGCACAGTAGGCTTCC Amplification of cDNA ends for BeTPSI1 
BgTPS1-R2 GCATGATACAACTGTTCTTCA 

BgTPS2-F1 CACACCCAAGGACTTTGATTTG 

BgTPS2-F2 GTCAAACCTATCATCTGGGTTCATG BgTPS2 RACE 扩 增 
BgTPS2-R1 CATGAACCCAGATGATAGGTTTGAC Amplification of cDNA ends for BeTPS2 
BgTPS2-R2 CAAATCAAAGTCCTTGGGTGTG 





BgTPS1-YG-F 
BgTPS1-YG-R 


TTGCTGTTATCTCAGGTCGTAGTC 
CCTACTTCTTTCTCTAGCTCACGC 


BeTPS1 荧光 定量 PCR 
Real-time quantitative PCR for Be7PS1 





BgTPS2-YG-F 
BgTPS2-YG-R 


GATGGTTGGTATAGAGGGCATAAC 
GTCTCACGATAGTGAAAGGTCAGA 


BeTPS2 荧光 定量 PCR 
Real-time quantitative PCR for BeTPS2 





Actin-F 
Actin-R 


2 结果 
2.1 德国 小 丹 TPS 基因 全 长 cDNA 的 克隆 
根据 前 期 德国 小 蚁 转录 组 获得 的 2 个 TPS 基因 
核 苷 酸 序列 片段 ,设计 5 和 3'RACE 特异 性 引物 , 克 
隆 得 到 德国 小 赚 2 个 海藻 糖 合 成 酶 基因 的 全 长 
cDNA 序列 ,分别 命 名 为 Beg7PS1( GenBank 登录 号 : 
KR050213 ) 和 Be7PS2 ( GenBank 登录 号 : 
KR050214)。Be7TPS1 基因 cDNA 序列 全 长 2 987 
pp ,开放 阅读 框 (ORF)2 502 bp ,编码 833 个 氨基 酸 ， 
预测 蛋白 的 分 子 量 为 94.86 kD, 具 2 个 TPS 蛋白 的 
保守 结构 域 (TPS: 第 24 - 498 位 ; TPP: 第 543 - 
779 位 ) ;BgTPS2 基因 cDNA 序列 全 长 3 212 bp, 开 
放 阅 读 框 2 469 bp ,编码 822 个 氨基 酸 ,预测 蛋白 的 
分 子 量 为 93. 33 kD,2 个 TPS 蛋白 的 保守 结构 域 
(TPS: 第 10(483 位 ; TPP: 第 523 -763 位 ) (图 1: 
A)。 将 克隆 获得 的 Be7TPS1 和 Bg7TPS2 与 部 分 昆虫 
的 TPS 基因 的 蛋白 序列 进行 多 重 比 对 ,发 现 其 与 其 他 
昆虫 的 TPS 具有 较 高 的 氨基 酸 序列 同 源 性 (图 1: B)。 
2.2 德国 小 螃 TPS 氨基 酸 序列 的 系统 进化 树 分 析 
采用 Mega 5.0 软件 对 登录 到 NCBI 数据 库 中 部 
分 昆虫 的 TPS 蛋白 构建 了 进化 树 ( 图 2) ,进化 树 明 
显 划 分 为 2 个 大 文 。 其 中 ,BgTPS1 与 等 怒 目 的 内 华 
达 十 白蚁 Zootermopsis nevadensis 及 台湾 土 白 到 
Coptotermes formosanus 的 TPS 位 于 同一 分 支 ， 
BgTPS2 与 鳞 翅 目的 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua、 大 
红斑 蝶 Danaus plexippus 和 棉铃 Helicoverpa 
armigera , 同 翅 目 的 褐 飞 乱 Nilaparvata lugens 和 豌豆 

































































AGGTATCCTGACTTTGAAATATCCC 
CAAACATGATCTGTGTCATCTTTTC 


B-actin 荧光 定量 PCR 
Real-time quantitative PCR for B-actin 


是 Acyrthosiphon pisum, 直 示 目的 红 褐 斑 腿 星 
Catantops pinguis 和 东亚 发 蝗 Locusta migratoria 
manilensis , 膜 妈 目的 西方 蜜蜂 Apis mellifera、 金 小 蜂 
Nasonia vitripennis 和 切 叶 蜂 Megachile rotundata, 鞘 
翅 目 的 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum 和 异 色 疆 虫 
Harmonia axyridis, 双 示 目的 黑 腹 果 晶 Drosophila 
1lelazogasier、 埃 及 伊 蚊 4edes cee?yz、 致 倦 库 蚁 
Culexpipiens quinquefasciatus 、 签 蝇 Delia antigqua 和 地 
中 海 实 蝇 Ceratitis capitata, 恒 目的 体 避 Pediculus 
以 及 重 目 的 猫 柿 首 重 
Ctenocephalides felis 位 于 同一 分 支 。 
2.3 德国 小 螃 TPS 的 组 织 表 达 分 析 

为 了 明确 Bg7TPS1 和 Bg7PS2 在 德国 小 嫌 幼 虫 
阶段 不 同 组 织 中 的 表达 模式 ,采用 荧光 定量 PCR 的 
方法 对 5 龄 第 2 天 德国 小 螃 幼虫 的 不 同 组 织 
BgTPS1 和 Be7PS2 的 mRNA 的 相对 表达 量 进行 了 
分 析 。 结 果 表 明 , TPS 基因 在 不 同 组 织 中 的 表达 量 
存在 较 大 的 差异 。 在 脂肪 体 中 ,Beg7PS1 和 Bg7TPS2 
的 表达 量 都 最 高 ,其 中 Bg7PS1 为 标准 参量 的 27. 93 
倍 ,Bg7PS2 为 标准 参量 的 109. 19 倍 。 在 马 氏 管 .中 
肠 及 表皮 中 ,Beg7PS1 表达 量 极 低 , 分别 为 标准 参量 
的 1.05, 0.92 和 0. 57 倍 。Beg7PS2 在 马 氏 管 及 中 
肠 中 的 表达 量 为 参量 的 1.04 和 0.96 倍 ,在 表皮 的 
表达 量 为 标准 参量 的 2.66 倍 。 在 脂肪 体 和 表皮 中 ， 
Bg7TPS2 的 表达 量 分 别 是 BeTPS1 表达 量 的 3.9 和 
2.7 倍 , 均 存 在 极 显著 差异 (P <0.01)。 
2.4 不 同 温度 处 理 下 BgTPS1 和 BgTPS2 的 表达 

根据 上 节 的 结果 可 知 ,Bg7TPS1 和 Be7TPS2 均 主 
要 在 脂肪 体 中 表达 ,所 以 不 同 温度 处 理 后 取 德 国 小 
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TPS (24-498 aa) 


TPS (543-779 aa) 





BgTPS2 250 
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TPS (10-483 aa) 


BgTPS1 
BgTPS2 
SeTPS 
DpTPS 
N1TPS 


BgTPS1 
BgTPS2 
SeTPS 
DpTPS 
N1TPS 


BgTPS1 2 
BgTPS2 
SeTPS 
DpTPS 
N1TPS 


BgTPS1 
BgTPS2 
SeTPS : 
DpTPS 

N1TPS 


BgTPS1 

BgTPS2 
SeTPS 3 
DpTPS 2 
N1TPS 


BegTPS1 
BgTPS2 
SeTPS 
DpTPS 
N1TPS 


BgTPS1 
BgTPS2 

SeTPS 
DpTPS 
NITPS 5 
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SeTPS 6 
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500 833 


TPS (523-763 aa) 


TVKEHEQEKPET' 
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LkQQKGK-NGNS| 
EEQ-—— 
KTEANG 


ITRSPR 
V1———DENEL 


ee 





图 1 德国 小 景 TPS 蛋白 的 结构 (A) 以 及 与 其 他 同 源 蛋 白 的 氨基 酸 序列 比 对 (B) 








Fig. 1 


Protein structure of TPS from Blattella germanica (A) and its amino acid sequence alignment with 


homogeneous proteins from other insects (B) 
BgTPS: 德国 小 景 Blattella germanica; SeTPS: 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua; DpTPS: 红 褐 斑 腿 蝗 Catantops pinguis; NITPS: 褐 飞 乱 Nilaparvata 





lugens. 








脂肪 体 组 织 进 行 BgTPS1 和 Be7PS2 的 mRNA 表 
| 4 所 示 。 高 温 处 理 下 Bg7PS1 的 
表达 量 随 温 度 的 升 高 而 增加 ,与 23Y 常温 下 相 比 ， 
在 40 和 46% 处 理 30 min 后 ,BeTPS1 的 表达 量 分 
别 为 对 照 的 1.75 和 1.85 倍 , 均 与 对 照 存在 显著 性 
差异 (P<0.05) ,而 40C 和 46% 处 理 后 BgTP51 的 








表达 量 无 显著 性 差异 (图 4: B)。 低 温 处 理 下 
Bg7PS1 的 表达 随 温度 的 降低 而 增加 ,在 10% 和 0 
处 理 1 h 后 ,Beg7PS1 的 表达 量 为 对 照 的 1.60 和 
3.72 倍 ,与 对 照 存在 显著 性 差异 (P<0.05)( 图 4: 

A) 。 高 温 处 理 下 Bg7PS2 的 表达 量 随 温度 的 升 高 而 
增加 ,与 25C 常 温 下 相 比 ,在 40C 和 46C 处 理 30 min 
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图 2 德国 小 蚁 及 其 他 昆虫 TPS 蛋白 的 进化 树 
分 析 ( 邻接 法 ) 
Fig. 2 Phylogenetic tree of TPS proteins from Blattella 









































germanica and other insects based on amino acid 
sequences (neighbor-joining method) 
TPS 蛋白 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin of TPS proteins and their 
GenBank accession numbers: SeTPS: 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua 
(ABM66814 ) ; NITPS : 神 及 起 Nilaparvata lugens (ACV20871 ) ; 
DpTPS: 红 褐 斑 腿 蝗 Catantops pinguis (ACV32626 ) ; LmTPS: 东亚 
飞 蝗 Locusta migratoria manilensis ( ABV44614 ) ; NvTPS.; 金 小 蜂 
Nasonia vitripennis ( XP_001603693 ) ; TeTPS: 赤 拟 谷 盗 Tribolium 
castaneum ( XP _975776 ) ; HaTPS: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 
(ACH88521 ) ; AaTPS: 埃及 伊 蚊 4edes aegypti (XP_001657813 ) ; 
ApTPS: 怠 豆 是 Acyrtihosiphon pisum (XP_001944221 ) ; AmTPS: 西 
方 蜜蜂 Apis mellifera (XP_392397) ; CqTPS: 致 倦 库 蚊 Culexpipiens 
quinguefasciatus ( XP _001850998 ) ; DmTPS : 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster ( NP608827 ) ; DpsTPS: 大 红斑 蝶 Danaus plexippus 
(EHJ76070. 1 ) ; ZnTPS: 内 华 达 古 和 白蚁 Zootermopsis nevadensis 
(KDR19655. 1 ) ; DaTPS: 萄 晶 Delia antigua (JX681124. 1 ) ; 
HaxTPS: 异 色 球 虫 Harmonia axyridis (FJ501960 ) ; CfTPS: 台湾 土 
白蚁 Coptotermes formosanus (JN565076) ; MrTPS; 切 叶 蜂 Megachile 
rotundata (XM003702367 ) ; PhTPS: 体重 Pediculus humanus corporis 
( XM002433015 ); CcTPS: 地 中 实 蝇 Ceratitis 
( XM004536149 ); ”CfeTPS: 猫 检 
(AFP67548)。 节 点 处 数据 标示 重复 1 000 次 的 bootstrap 值 。 


Bootstrap values by 1 000 repeats are shown on the nodes. 














capitata 








Ctenocephalides felis 














后 ,Bg7TPS2 的 表达 量 分 别 为 对 照 的 1.56 倍 和 2.61 
倍 , 均 与 对 照 存 在 显著 性 差异 (P<0.05)( 图 4: 
B) 。 低 温 处 理 下 Be7P52 的 表达 随 温度 的 降低 而 增 
加 ,在 10%C 和 0C 处 理 1h 后 ,Bg7P52 的 表达 量 分 


六 六 
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Relative expression level 








组 织 Tissues 


图 3 Be7PS1 和 Beg7PS2 mRNA 在 德国 

















小 赚 5 龄 第 2 天 幼虫 中 的 组 织 分 布 
Fig. 3 Tissue distribution patterns of BeTPS1 and BeTPS2 








mRNA in the day-2 Sth instar larvae of Blattella germanica 
Ma: 马 氏 管 Malpighian tubule; Fb: 脂肪 体 Fat body; Mg: 中 肠 
Midgut; Ep: 表皮 Epidermis. 图 中 的 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 + 
标准 误 , 双星 号 表示 2 个 TPS 基因 表达 量 之 间 存 在 极 显著 差异 
(t- 检 验 , P <0.01)。Data in the figure are the means + SE of three 





























replications. The double asterisks indicate significant difference 


between the expression levels of the two TPS genes (t-test, P <0.01). 





别 为 对 照 的 1.59 倍 和 7.82 倍 , 均 与 对 照 存在 显著 
性 差异 (P<0.05)( 图 4: A)。Bg7TPS2 在 所 有 处 理 
中 的 表达 量 均 显著 高 于 BgTPS1(P <0.05)。 








3 讨论 


海藻 糖 是 昆虫 的 血糖 ,对 于 维持 昆虫 的 生命 活 
动 和 能 量 代 谢 具 有 重要 的 作用 。 当 昆虫 进行 活动 如 
飞行 时 , 血 淋 巴 中 海藻 糖 的 含量 会 急剧 下 降 ,表明 海 
蕉 糖 可 能 作为 葡萄 糖 能 量 的 来 源 (Elbein et al.， 
2003; 于 彩虹 等 ,2008 ) 。 海 藻 糖 除 参 与 昆虫 活动 
的 能 量 来 源 外 ,还 参与 昆虫 的 多 种 重要 的 生理 功能 。 
在 棉铃 虫 五. armigera \ 萄 晶 D. aniiqua 等 昆虫 的 清 
育 研 究 中 发 现 , 清 育 与 非 滞 育 昆虫 中 海藻 糖 的 含量 
差异 显著 。 在 昆虫 清 育 时 ,海藻 糖 的 含量 较 高 , 当 打 
破 清 育 后 ,海滩 糖 的 含量 会 急剧 下 降 (Xu er al.， 
2009; 李 源 等 ，2013 ) 。 另 外 ,在 黑 腹 果 蝇 D. 
melanogaster 中 ,海藻 糖 能 够 协助 果 晶 幼虫 度 过 干燥 
(湿度 <5% ) 的 环境 (Thorat et a/.，2012 ) 。 海 菠 糖 
合成 酶 是 参与 海藻 糖 合 成 的 关键 酶 ,对 于 维持 昆虫 
血 淋 巴 中 海藻 糖 合 量 的 动态 平衡 和 维系 昆虫 正常 的 
生命 活动 有 重要 作用 ,TPS 基因 能 够 通过 改变 其 表 
达 量 来 调节 昆虫 体内 海藻 糖 的 含量 ,使 其 适应 生长 
发 育 (Tang et al., 2010)。 在 黑 腹 果 蝇 、 褐 飞 起 和 甜 
菜 夜 蛾 幼虫 中 ,通过 RNAi 的 方式 ,降低 TPS 基因 的 
表达 ,会 导致 黑 腹 果 蝇 、 褐 飞 乱 和 甜菜 夜 蛾 幼虫 的 死 
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Fig. 4 The mRNA levels of Be7PSland BeTPS2 at different temperatures 

















图 中 的 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 = 标准 误 ; 柱 上 单 星 号 





表示 2 个 基 


办 











表达 量 差异 显著 (上 -检验 , P<0. 05) , 不 同 字 母 表示 相同 基因 不 同 处 














理 间 差 异 显著 ( 单 因素 方差 分 析 , 用 LSD 法 进行 多 








比较 , P < 0.05 ) 。Data in the figure are means + SE of three replications. The single 


asterisk indicates significant difference between the expression levels of two TPS genes (t-test, P < 0. 05 ) Different letters above bars indicate 


significant differences between different treatment groups ( One-way ANOVA , LSD method for multiple comparisons, 已 <0.05 ) . 


亡 (Chen et al., 2002, 2010; Tang et al., 2010)。 男 
外 ,在 昆虫 驯化 的 过 程 中 ,可 以 通过 提高 海藻 糖 的 含 
量 来 抵御 寒冷 (Bale ef ww.，1987，1996; 秦 资 等 ， 
2012 ) , 而 海 党 糖 含量 的 升 高 是 通过 提高 海棠 糖 合 
成 酶 的 表达 来 实现 的 (Clark et al., 2009) ,合成 的 海 
落 糖 可 以 帮助 昆虫 抵抗 不 良 环境 ,也 可 以 满足 机 体 
内 血糖 含量 的 相对 平衡 和 维持 机 体 正 常 的 生理 需要 
(Sinclair et al., 2007 ) 。 

海藻 糖 合成 酶 在 结构 上 有 2 个 非常 保守 的 TPS 
和 了 PP 结构 域 ,对 应 大 肠 杆 苦 及 酵母 的 OtsA 和 
OtsB 区 域 。 在 不 同 生物 中 ,海藻 糖 合成 酶 基因 的 数 
量 不 同 。 在 节肢 动物 蓝 角 Callinectes sapidus 中 发 现 
和 克隆 了 4 种 不 同 长 度 的 TPS 基因 (Shi et al.， 
2014) 。2014 年 以 前 ,在 昆虫 中 仅 发 现 和 克隆 出 一 
个 TPS 基因 序列 。 但 赵 丽 娜 (2014 ) 发 现 褐飞虱 中 
存在 2 个 TPS 基因 。 而 本 研究 通过 本 课题 组 前 期 对 
德国 小 蚁 的 转录 组 数据 的 分 析 中 ,我 们 发 现 2 条 
mRNA 序列 能 够 注释 到 昆虫 的 海藻 糖 合 成 酶 基因 
中 ,并 且 其 在 核 昔 酸 和 氨基 酸 序 列 上 都 存在 着 明显 
的 差异 。 为 了 验证 这 2 条 mRNA 序列 是 否 都 是 德 
国 小 蚁 的 海藻 糖 合成 酶 基因 ,我们 在 2 条 序列 的 3 
同 源 区 设计 了 特异 性 引物 ,进行 3 和 3" 末端 序列 扩 
增 , 然 后 将 扩 增 的 序列 进行 拼接 后 发 现 ,2 个 基因 都 
具有 海藻 糖 合成 酶 的 典型 的 TPS 和 TPP 结构 域 (图 
1) 。 此 结果 表明 在 一 些 昆 虫 中 ,确实 存在 2 个 甚至 
2 个 以 上 的 海藻 糖 合成 酶 基因 。 随 后 ,我们 将 克隆 
获得 的 Be7TPS1 和 Be7TPS2 与 GenBank 数据 库 中 的 
其 他 目 昆 虫 的 海藻 糖 合成 酶 基因 的 蛋白 序列 构建 了 
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进化 树 。 从 构建 的 进化 树 结 果 中 ,可 以 明显 地 发 现 
BgTPS1 和 BgTPS2 在 进化 树 上 不 在 同一 分 文 ,其 中 
BgTPS1 与 内 华 达 十 白蚁 Z. nevadensis 及 台湾 土 白 
蚁 C. formosanus 的 TPS 位 于 同一 分 支 ,而 BgTPS2 
与 其 他 昆虫 的 TPS 聚 为 一 文 。 推 测 德国 小 暴 的 海棠 
糖 合 成 酶 基因 在 进化 过 程 中 演化 出 2 个 TPS 基因 ,这 
2 个 基因 在 德国 小 景 海藻 糖 合 成 或 其 他 生命 活动 中 
可 能 存在 不 同 的 功能 。 另 外 ,组 织 分 布 检测 中 发 现 
Be7PS1 和 Be7TPS2 基因 都 主要 在 脂肪 体 中 表达 , 这 
与 海藻 糖 在 脂肪 体 中 合成 相符 ,但 是 Beg7PS2 的 表达 
量 是 Beg7PS1 基因 表达 量 的 3.9 倍 , 两 者 之 间 存 在 着 
显著 差异 (已 <0. 05 ) ,这 是 否 说 明 在 脂肪 体内 海藻 糖 
合成 的 过 程 中 ,Bg7PS2 发 挥 着 更 为 主要 的 作用 , 亦 或 
昆虫 的 海藻 糖 合成 存在 新 的 合成 途径 ,但 这 些 都 有 待 
进一步 的 深入 研究 。 

在 极端 高 温 及 低温 环境 下 ,BegTPS1 和 Beg7PS2 
mRNA 的 表达 都 随 温 度 变 化 幅度 的 增 大 而 增加 ,与 
对 照 存在 显著 性 差异 (P < 0. 05 ) 。 特 别 是 在 0%C 的 
低温 下 ,BgTPS1 和 Be7PS2 基因 的 表达 量 分 别 为 对 
照 的 3.72 和 7. 82 倍 , 且 Bg7PS2 的 表达 量 在 各 种 
温度 处 理 中 始终 显著 高 于 Bg7PS1。 目 前 ,昆虫 中 海 
藻 糖 合成 酶 的 研究 主要 集中 在 激素 的 调控 中 , 且 是 
针对 一 个 海藻 糖 合成 酶 的 功能 进行 研究 ,对 于 昆虫 
中 存在 的 2 个 海 攻 糖 合成 酶 基因 是 否 在 昆虫 生命 活 
动 中 具有 更 加 细 化 的 功能 区 分 ,还 有 待 更 加 深入 的 
研究 。 此 结果 表明 Bg7PS 可 能 更 易 受 到 低温 环境 
的 诱导 表达 ,推测 Be7PS 可 能 在 德国 小 景 对 极 低温 
逆境 胁迫 中 发 挥 的 作用 比 对 高 温 胁迫 发 挥 的 作用 


















































































































































10 陈 ” 静 等 : 德国 小 虹 两 个 海藻 糖 合成 酶 基 
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因 的 克隆 、 组 织 分 布 及 温度 诱导 表达 分 析 











大 ,并 且 Bg7PS2 基因 在 整个 温度 诱导 研究 中 的 表 
达 量 均 显 车 高 于 Bg7PS1 基因 ,说明 Bg7PS2 可 能 在 
参与 海 党 糖 抗 极端 温度 逆境 中 发 挥 着 更 主要 的 作 
用 。 综 上 所 述 ,在 长 期 的 演化 过 程 中 , 某 些 昆虫 体内 
已 进化 出 2 个 海 葵 糖 合 成 酶 基因 。 在 德国 小 蚁 中 ， 
两 个 TPS 基因 Be7PS1 和 Be7PS2 在 核 背 酸 和 氨基 
酸 序 列 上 都 存在 较 大 差异 ,在 组 织 表 达 及 对 温度 胁 
迫 的 反应 中 ,这 两 个 TPS 基因 的 表达 量 也 存在 着 显 
车 差异 ,说 明 在 昆虫 抗 逆 的 过 程 中 ,这 两 个 TPS 基 
因 发 挥 的 效应 可 能 不 同 。 本 研究 的 结果 为 探讨 昆虫 
中 海藻 糖 合成 酶 的 存在 方式 和 在 昆虫 抗 道上 的 功能 
研究 提供 了 重要 的 理论 依据 。 
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